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摘要! 为了探索并建立中国明对虾的肌肉蛋白双向电泳体系!实验将中国明对虾的肌肉组织

溶解处理后!通过固相 V+梯度胶条等电聚焦$*4*76&I,垂直电泳对蛋白质进行分离!对不

同的裂解液配方$)6I胶条的 V+范围及其长度$等电聚焦程序$上样量等进行了优化!并分别

利用银染和考染方法进行染色!应用 64H@2?L软件对图谱进行了初步分析% 结果显示!中国明

对虾肌肉蛋白的等电点主要位于 8 =0 之间!裂解液中添加硫脲$-+&6*$4FF等!可以增加对

虾肌肉蛋白的提取率&采用 30 D<!V+8 =0 的中型 )6I胶条!主动水化上样 312

!

S!适当延长

除盐时间和等电聚焦时间!搭建盐桥!采用浓度为 3117J的二向分离胶和硝酸银染色!能有效

提高双向电泳"174,#图谱中蛋白点的分离度和分辨率&建立的中国明对虾肌肉蛋白双向电泳

体系具有良好的重复性和稳定性%

关键词! 中国明对虾& 肌肉蛋白质& 双向电泳& 蛋白质组学

中图分类号! *:30444444444444 文献标志码'&

44蛋白质组#6N/L2/<2$是由 G>0O>A?等
)3*

于 3::8

年首次提出"并定义为&由基因组所表达的全部蛋白

质'( 近年来"蛋白组学技术发展迅速"已有望成为

用来解决生命科学领域中诸多问题"包括食品品质

与安全等食品科学问题的有力工具
)1*

( 目前"蛋白

质组学技术在水产品研究中的应用还较少"尚缺乏

系统性"总体还处于起步阶段
)/*

( 黄冰心等
)8*

提取

中国明对虾#6-''-%,$-'+-()*E&'-')&)$的血浆蛋白

用*4*76&I,进行分离"利用液相色谱 5串联质谱

系统进行质谱分析"鉴定了 66 个中国明对虾血浆蛋

白质%秦兆宇等
)7*

初步建立了中国明对虾肝胰腺蛋

白双向电泳技术"探索了白斑综合征中国明对虾肝

胰腺差异蛋白质组学研究%田美等
)6*

建立了凡纳滨

对虾#9&8,$-'+-()D+''+@-&$肌肉组织双向电泳技

术%项秀平等
)0*

采用建立的双向电泳技术比较了凡

纳滨对虾+刀额新对虾#M-8+$-'+-()-')&)$+罗氏沼

虾#M+*%,4%+*E&(@ %,)-'4-%/&&$的肌肉蛋白差异%

:Q=AS 等
)9*

从中国明对虾的淋巴组织角度对其感染

鳗弧菌后进行了蛋白变化分析"但总体上目前国内

外关于中国明对虾肌肉蛋白质组的研究报道较少(

双向电泳技术#174,$是蛋白质组学研究的

首要条件和关键技术( 本研究通过对中国明对虾

肌肉样品双向凝胶电泳的几个关键环节的优化"

建立了一种适合于有效分离中国明对虾肌肉蛋白

的双向凝胶电泳技术方案"得到了比较理想的双

向凝胶电泳图谱"为进一步探索中国明对虾肌肉
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品质变化机制等研究奠定基础(

34材料与方法

$%$&实验材料

鲜活中国明对虾购于杭州市文二路农贸市

场"平均体长 3117 D<"体质量 3317 S"装于氧气

袋中带回实验室"用碎冰致死"并用双蒸水清洗两

次( 去头+壳+肠线"将虾仁保存在 592 W超低温

冰箱中备用(

$%'&试剂与仪器

)6I干胶条+8>/7'RL2+二硫苏糖醇 #4FF$+

-+&6*+四甲基乙二胺#F,E,4$+甲叉双丙烯酰

胺+十二烷基硫酸钠#*4*$+三羟甲基氨基甲烷+

琼脂糖+超纯脲 ##0LN=#N2=$+丙烯酰胺+碘乙酰

胺+过硫酸铵+甘氨酸等"均为生化试剂"购于美国

8>/7$=P 公司%其他试剂均使用国产分析纯试剂(

所有溶液均用 E>00>7H水配制( 等电聚焦电泳仪+

垂直板电泳仪+I*922 高分辨专业扫描仪"购于美

国 8>/7$=P 公司%台式冷冻高速离心机+超低温冰

箱"购于美国 FQ2N</ *D>2AL>U>D公司(

$%(&蛋白样品的制备与定量

切取对虾第二节#靠近头部$肌肉于研钵中"加

入液氮研磨至粉末状( 称取粉末样品 72 <S"分装于

317 <',6管中并添加 722

!

'的裂解液"震荡溶解

后于 8 W下孵育 1 Q"每 /2 <>A 混旋一次( 孵育结束

后于低温#8 W$离心机中 3/ 222 N5<>A 离心 3 Q"撇

开上面悬浮物和下层沉淀物"取中间澄清液"用 122

!

'的离心管分装"贮藏于512 W备用( 其中裂解液

试验了两种配方"配方
$

!9 </05'尿素+1 </05'硫

脲+8J -+&6*+32 <</05'FN>?+1 <</05'F86+每

372

!

'裂解液加入 3

!

'8>/7'RL2%配方
#

!9 </05'

尿素+1 </05'硫脲+8J -+&6*+67 <</05'4FF+

每 372

!

'裂解液加入 3

!

'8>/7'RL2(

$%,&双向电泳

第一向等电聚焦44参照 )6IVQ/N

'

等电聚

焦系统使用指南"等电聚焦程序设置两个对比"程

序 )!72 .主动水化 31 Q"722 .快速除盐 /2 <>A"

3 222 .线性除盐 /2 <>A"8 222 .快速升压 /2

<>A"9 222 .快速升压 317 Q"9 222 .快速聚焦

67 222 .3Q"722 .保持 32 Q%程序
#

!72 .主动水

化 31 Q"722 .快速除盐 3 Q"3 222 .线性除盐 3 Q"

8 222 .快速升压 /2 <>A"9 222 .快速升压 317 Q"

9 222 .快速聚焦 92 222 .3Q"722 .保持 32 Q(

胶条平衡44等电聚焦完毕后"将胶条置于

含有 1J 4FF平衡缓冲液的水化槽中"于摇床平

衡 3/ =38 <>A"取出胶条后放入含有 117J碘乙

酰胺平衡缓冲液的水化槽中"再平衡 3/ =38 <>A(

第二向 *4*76&I,电泳44采用 3117J的

均匀 *4*76&I,( 将平衡后的 )6I胶条移至凝胶

的上方"217J的琼脂糖封胶( 上下槽加入电极缓

冲液( 起始电压为 322 ."87 <>A 后"加大电压至

/22 ."直至溴酚蓝前沿(

$%K&染色

经典的考马斯亮蓝染色44

-

固定#12J三氯

乙酸$3 Q%

.

染色#213J考马斯亮蓝 32J冰乙酸 B

82J乙醇溶液$1 Q%

/

脱色#32J冰乙酸 B82J乙

醇溶液$1 >/2 <>A%

0

强化#3J冰乙酸$过夜%

1

水

洗 /2 <>A(

硝酸银染色44参照牛屹东
):*

+郭尧君
)32*

及

8>/7$=P 公司蛋白质银染试剂盒的操作手册进行"

具体为!

-

固定#32J冰乙酸 B82J乙醇$1 Q 以上%

.

敏化#/2J乙醇 B619J乙酸钠 B211J硫代硫酸

钠$/2 <>A%

/

水洗 / >7 <>A%

0

2117J硝酸银银染

12 <>A%

1

水洗 1 >3 <>A%

2

显色#1J碳酸钠 B219

<'5'甲醛溶液$ / >7 <>A%

3

终止 #3316 S5'

,4F&$32 <>A%

5

水洗 / >7 <>A(

$%D&凝胶图像扫描与图谱分析

采用 I*922 高分辨专业扫描仪对银染凝胶

进行灰度扫描"扫描方式为透射"图谱保存为 F)(

格式( 采用 64H@2?L912 二维电泳图片分析软件

对图谱进行分析(

14结果

'%$&不同裂解液配方的电泳图谱

为完成好第一向等电聚焦"蛋白必须充分溶

解"因此裂解液必须包含一定的组分以确保在进

行第一向等电聚焦之前的充分溶解和变性"不同

的裂解配方对蛋白质样品的影响也不同( 本实验

选用了 1 种不同的裂解液配方对蛋白的溶解效果

进行了对比#如图 3$( 裂解液
#

中的 4FF取代

了裂解液
$

中的 FN>?和 F86"4FF作为一种还原

剂"促进了蛋白的溶解(

'%'&e)B胶条长度对双向电泳结果的影响

先采用 0 D<的 )6I胶条进行双向电泳 #图

17=$"但采用 0 D<的 )6I胶条效果不佳"图谱较

为模糊"低分度蛋白很难被分辨"且蛋白的整体清

:91
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晰度都较不理想%之后采用了 30 D<的 )6I胶条

进行双向电泳#图 173$(

'%(&不同 e)B胶条 GR范围的电泳图谱

首先采用 V+/ =32 的 )6I胶条进行双向电

泳#图 /7=$( 可以看出"V+/ =32 的胶条分离效

果不佳"尤其是在碱性段"蛋白点数较少且水平拖

尾现象严重%然后分别选用 V+7 =9 和 V+8 =0

的 )6I胶条进行了对比实验#图 /73 和 /7D$(

图 $&不同裂解液配方提取的对虾肌肉蛋白质 'QNU图谱

30 D<"V+8 =0"银染% #=$配方
$

% # 3$配方
#

(

E5<%$&"=:'QNU2-G0;6=152GG107:59:H71-?7:4.> 45;;:1:973>656.8;;:1

30 D<"V+8 50"?>0M2N?L=>A% #=$0R?>?3@UU2N

$

% # 3$0R?>?3@UU2N

#

1

图 '&不同 e)B胶条长度的对虾肌肉蛋白质 'QNU图谱

30 D<"V+8 =0"银染% #=$0 D<% # 3$30 D<(

E5<%'&"=:'QNU2-G0;6=152GG107:59:H71-?7:4.> 45;;:1:973:9<7=0;e)B6715G6

30 D<"V+8 50"?>0M2N?L=>A% #=$0 D<% # 3$30 D<1

图 (&不同 GR胶条的对虾肌肉蛋白质 'QNU图谱

30 D<"银染% #=$ V+/ =32% # 3$ V+7 =9% #D$ V+8 =0(

E5<%(&"=:'QNU2-G0;6=152GG107:59;102 45;;:1:97GRe)B6715G6

30 D<"?>0M2N?L=>A% #=$ V+/ 532% # 3$ V+7 59% #D$ V+8 501

2:1
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'%,&不同水化方式的双向电泳结果比较

采用被动溶胀和主动溶胀对中国明对虾肌肉

蛋白进行了分析#图 8$"174,图谱显示采用主动

溶胀"图的整体清晰度有了较好的改善"且部分区

域的蛋白横纹现象减少(

图 ,&不同水化方式的中国明对虾肌肉蛋白质 'QNU图谱

30 D<"银染% #=$主动% # 3$被动(

E5<%,&"=:'QNU2-G0;6=152GG107:59;102 45;;:1:97A->60;=>41-7509

30 D<"?>0M2N?L=>A% #=$=DL>M2% # 3$ V=??>M21

'%K&不同等电聚焦程序的双向电泳结果比较

实验中对等电聚焦的除盐时间+聚焦电压及

聚焦时间进行了调整"通过对比实验"发现按照等

电聚焦程序
$

"174,图谱#图 77=$中的蛋白点存

在横向拖尾现象"而程序
#

适当延长了除盐时间

和等电聚焦时间"所得的 174,图谱#图 773$中的

蛋白质点聚焦相对更完全"横向拖尾的现象相对

较少"蛋白点相对清晰(

图 K&不同等电聚焦程序的对虾肌肉蛋白质 'QNU图谱

30 D<"V+8 =0"银染% #=$程序
$

% # 3$程序
#

(

E5<%K&"=:'QNU2-G0;6=152GG107:59;102 45;;:1:97eUE;01283-

30 D<"V+8 50"?>0M2N?L=>A% #=$U/N<@0=

$

% # 3$U/N<@0=

#

1

'%D&不同上样量的电泳图谱

实验对三个不同的上样量条件下的电泳情况进

行了比较"结果发现较高的上样量#图 67D$导致部分

横条纹加重"部分蛋白出现堆积情况( 特别是对于

银染而言"上样量过大"使得染色过程更不易控制%

过低上样量"使得部分低分度蛋白消失#图 67=$( 本

研究发现"对于 30 D<胶"312

!

S 上样量#图 673$条

件下的电泳图谱相对清晰"蛋白点的分辨率较高(

'%C&盐桥对中国明对虾双向电泳图谱的影响

考虑到中国明对虾肌肉组织中含有无机盐"

因为此加入了盐桥( 与没加盐桥的 174,图谱进

行了对比#图 0$( 由于盐桥的搭建 #图 073$"图

谱上的部分蛋白点的清晰度有所提高"部分横条

纹减少"聚焦效果更好(

3:1
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图 D&不同上样量的对虾肌肉蛋白质 'QNU图谱

30 D<"V+8 =0"银染% #=$322

!

S% # 3$312

!

S% #D$372

!

S(

E5<%D&"=:'QNU2-G0;6=152GG107:59;102 45;;:1:9730-459< T8-97575:6

30 D<"V+8 50"?>0M2N?L=>A% #=$322

!

S% # 3$312

!

S% #D$372

!

S1

图 C&盐桥搭建前后的对虾肌肉蛋白质 'QNU图谱

30 D<"V+8 =0"银染% #=$无盐桥% # 3$盐桥(

E5<%C&"=:'QNU2-G0;6=152GG107:59A57=01A57=0876-37.154<:

30 D<"V+8 50"?>0M2N?L=>A% #=$C>LQ/@L?=0L3N>PS2% # 3$C>LQ ?=0L3N>PS21

'%L&不同染色方法的双向电泳结果比较

银染和考染是双向电泳技术中普遍使用的两

种方法( 图 97=为考马斯亮蓝染色"上样量 622

!

S %图973为硝酸银染色 "上样量312

!

S (经过

图 L&不同染色方法的 'QNU图谱比较

30 D<"V+8 =0% #=$考马斯亮蓝染色% # 3$硝酸银染色(

E5<%L&'QNU2-G;102 *002-665:.38:-946=5F:167-59

30 D<"V+8 50% #=$D//<=??>230@2?L=>A% # 3$?>0M2N?L=>A1

1:1
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图象扫描和分析"考染的 174,图谱中检测到约

322 个蛋白点"而在银染图谱中可以检测到 722

个左右蛋白点( 可以看出"银染的灵敏度明显高

于考染(

'%[&不同二向胶浓度的双向电泳结果比较

为了选择适合中国明对虾肌肉蛋白的 *4*7

6&I,胶浓度以达到良好的分离效果"本实验对

32J+3117J和 37J三种浓度 *4*76&I,胶的分

离效果进行了对比#图 :$!32J浓度的二向胶 17

4,图谱中蛋白点大部分位于图谱的中下部%

37J的二向胶 174,图谱中蛋白点大部分位于图

谱的中上部"分离效果均不佳%而 3117J的二向

胶 174,图谱中蛋白点分布较为均匀(

图 [&不同浓度胶的 'QNU图谱比较

30 D<"V+8 =0% #=$32J% # 3$3117J% #D$37J(

E5<%[&"=:'QNU2-G0;6=152GG107:59;102 45;;:1:974:9657> 0;<:3

30 D<"V+8 50% #=$32J% # 3$3117J% #D$37J1

'%$M&三块胶的重复性比较

对相同条件下同一样品的进行了三次双向电

泳后"得到的 174,图谱如图 32 所示( 通过软件

分析发现"三块胶上分别检测到 009+927 和 097

个蛋白点( 三张图谱中蛋白点的匹配率达 08J"

相关系数达 21908(

图 $M&同一蛋白样品三块胶的重复性比较

30 D<"V+8 =0"银染(

E5<%$M&"=:1:G1048?5.5357> 0;7=1::'QNU<:36596-2:6-2G3:

30 D<"V+8 50"?>0M2N?L=>A>AS1

/4讨论

(%$&不同裂解液配方的比较分析

蛋白样品制备是双向电泳操作的第一步"也

是获得高分辨率和高重复性凝胶图谱的关键步

骤
)33*

( 不同配方的裂解液对蛋白质的溶解和抽

提效果存在显著差异
)31*

( 在肌肉蛋白质提取方

面应用较为广泛的裂解液配方主要成分包括尿

素+4FF+-+&6*+硫脲和两性电解质 #8>/7'RL2$

等
)3/ 538*

( 本研究发现!裂解液
#

的蛋白得率高于

裂解液
$

( 这可能是由于尿素和硫脲联用"破坏

了蛋白分子间形成的氢键"从而防止了由氢键引

/:1
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起的蛋白质聚集及蛋白迁移中二级结构的形成(

同时离子去污剂 -+&6*可溶解膜蛋白"从而解

除蛋白与蛋白间的相互作用"增强蛋白的溶

解
)37*

( 加入低浓度的两性电解质#8>/7'RL2$"可

以通过电荷与电荷之间的相互作用减少蛋白聚

合"从而增强其溶解性( 此外"还原剂 4FF能帮

助断裂蛋白质的二硫键"使待分析的蛋白分离成

为单一的蛋白亚基"处于一种还原状态"使变性的

蛋白质展开更完全"溶解更彻底(

(%'&e)B胶条长度的比较分析

实验初期首先使用了较小长度 #0 D<$的胶

条分析"从 174,图谱中可以看出由于长度限制"

等电聚焦时蛋白分离效果不太理想"同时 *4*7

6&I,时蛋白分离效果也不好"因此在后续研究

中选用较长长度的 )6I胶条#30 D<$"蛋白分辨

率显著提高"图谱清晰度较好(

(%(&不同 e)B胶条 GR范围的选择

不同 V+范围的胶条的选择也是有效分离蛋

白质的关键
)36*

( 实验初期首先使用了宽范围

#V+/ =32$的 )6I胶条分析蛋白总体情况"从 17

4,图谱中可以看出对虾肌肉蛋白质等电点主要

集中在酸性端%之后使用了 V+7 =9 和 V+8 =0

的 )6I胶条"发现 V+8 =0 的胶条跑出的图谱效

果更佳"V+/ =32 和 V+7 =9 部分被掩盖的低分

度蛋白点出现
)30*

( 因此"在后续的研究中选用

V+8 =0 的 )6I胶条(

(%,&不同水化方式的选择

水化方式分为主动溶胀和被动溶胀( 主动溶

胀"是胶条在溶胀过程中加上一个非常低的电压"

在电流的作用下"蛋白质#尤其是大分子蛋白$可

主动进入凝胶条( 而被动溶胀是蛋白仅靠被动吸

收作用进入胶条( 主动溶胀效果更佳"可能是胶

条通过主动溶胀作用"蛋白在电流作用下与胶条

的相互作用更加充分(

(%K&不同等电聚焦程序的选择

在第一向时等电聚焦#),($对目标蛋白混合

物进行分离"以保证在第二向电泳中尽可能多地

识别蛋白质"而 ),(过程中除盐时间+聚焦电压和

聚焦时间是主要影响因素( 对虾肌肉中含有微量

无机盐成分"会影响到蛋白质的分离和聚焦电压

的上升( 实验中适当延长了除盐时间和等电聚焦

时间"提高了聚焦电压"蛋白分离效果和清晰度得

到了一定的改善(

(%D&不同上样量的选择

胶条的蛋白上样量是决定双向电泳图谱蛋白

点数和图谱质量的一个重要因素( 上样量过大"

虽有利于低丰度蛋白质的检测"但会影响等电聚

焦"使蛋白点水平拖尾"且引起双向电泳图谱的畸

变"而且银染染色时高丰度蛋白会掩盖其周围的

一些蛋白点%上样量过小"虽然可以得到较为清晰

的图谱"但是一些丰度相对低的蛋白不能被检测"

总的蛋白点数偏少"可能会错过许多有研究价值

的蛋白
)39*

( 经实验发现!上样量为 312

!

S 的电

泳图谱较好(

(%C&加盐桥与不加盐桥的比较分析

蛋白质提取液中盐离子会负载电流"干扰蛋

白质的等电聚焦"导致 ),(聚焦失败( 因此"必须

排除样品提取和溶解过程中盐离子+糖分+核酸类

小分子的干扰"否则 ),(电压很难达到理想的数

值( ),(时使用盐桥可以吸收盐离子和其他一些

样品中的杂质"聚焦效果较好"故选择搭建盐桥(

(%L&不同染色方法的比较分析

银染相对于考染而言有较高的灵敏度"本实

验考察了两种染色方法对图谱结果的影响( 考马

斯亮蓝染色虽在蛋白点质谱鉴定工作中具有一定

的优势"但是为了检测出更多的蛋白点"方便蛋白

质组学的比较分析"用于分析的染色方法主要采

用了银染的染色方法(

(%[&不同二向胶浓度的比较分析

双向电泳中第二向 *4*76&I,很重要的一

个因素是胶的浓度( 对于不同胶的浓度蛋白进行

电泳时遇到的阻力不同!浓度太大时"蛋白电泳遇

到的阻力更大"因此不同蛋白之间更难分开%浓度

太小时"蛋白电泳遇到的阻力更小"不同蛋白之间

更易分开"但同时导致部分蛋白点跑出胶面"因此

选择胶的浓度要适中(

(%$M&三块胶的重复性比较分析

174,图谱的重复性和稳定性是双向电泳技

术存在的主要问题"也是其自身的局限性( 重复

性+稳定性好的蛋白质 174,分离技术是下一步

蛋白质组学分析结果可靠性的保障( 实验结果表

明"在本研究建立的双向电泳技术体系下"中国明

对虾肌肉蛋白质 174,图谱具有良好的重复性和

稳定性"可满足后续实验分析的要求(

综上所述"本研究建立的中国明对虾肌肉组

织蛋白质双向电泳技术体系为!以载体两性电解

8:1
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质 V+梯度等电聚焦为第一向"3117J浓度垂直

*4*76&I,电泳为第二向"银染后扫描获取凝胶

图像( 其中"裂解液配方为 9 </05'尿素+1 </05

'硫脲+8J -+&6*+67 <</05'4FF+8>/7'RL2

按每 372

!

'裂解液加入 3

!

'"使用 30 D< V+

8 =0 的 )6I胶条进行主动水化上样"上样量为

312

!

S"上样体积为 /22

!

'时"等电聚焦时间为

92 222 .3Q"搭建盐桥并适当延长除盐时间(
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